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RESUMEN 

Se ha observado que moléculas pertenecientes a la familia de la 

prolactina (PRL) tienen efectos directos sobre las células endoteliales y efectos 

in vivo sobre la formacién de vasos sanguineos nuevos (angiogénesis). 

Evidencias recientes muestran que el gen de la PRL se expresa en células 

endoteliales bovinas y humanas. En este trabajo se muestra la expresién de la 

PRL en un cultivo endotelial de retina de rata. Para poder cumplir con este 

objetivo se extrajeron retinas de rata, las cuales se sembraron sobre 

fibronectina en medio DMEM con 10% de suero fetal bovino, heparina y factor 

de crecimiento basico de fibroblastos (bFGF) a una concentracién de 2 ng/ml. 

Posteriormente se clonaron las células que adquirieron apariencia de 

“empedrado”. La caracterizacion del cultivo como endotelio se realizo con 

base en los siguientes parametros: la formacién de monocapas, la inhibicién de 

la proliferacién por contacto, la formacién de estructuras tipo capilar en geles 

de colagena, la inmunotincién positiva al factor von Willebrand, Ja unidn a las 

lectinas UEA-I y BS-I y la proliferacion de manera dosis respuesta ante el 

estimulo del bFGF y del factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF). 

La determinacién de la expresién de PRL por el cultivo de la retina de rata se 

realizé mediante el andlisis de Southern blot y la inmunotincién positiva a un 

anticuerpo polictonal anti-PRL 23 K. Los resultados obtenidos en este estudio 

permitiran explorar la funcion que ejerce la PRL sobre la angiogénesis en la 

rata.



INTRODUCCION 

La angiogénesis o formacién de vasculatura nueva es un evento cuyo 

estudio ha cobrado gran interés, ya que esta asociada con diversas patologias y, 

de igual forma, se presenta en ciertas condiciones fisioldgicas. Dado que es un 

proceso altamente regulado, es importante encontrar los factores inhibidores y 

estimuladores de la angiogénesis, asi como desarrollar modelos en los que su 

estudio pueda Mevarse a cabo. Es en esto ultimo en lo que radica el objetivo del 

presente trabajo. 

La Angiogénesis 

La angiogénesis es el proceso mediante el cual se forman vasos 

sanguineos nuevos a partir de vasos ya existentes. Este proceso reside 

principalmente en Ia funcién de las células endoteliales que conforman el lumen 

de los vasos y de los capilares (Auerbach, W. y Auerbach, R. 1994). La 

fancién de este endotelio esta involucrada en procesos fisiolégicos importantes, 

ya que promueve el intercambio de metabolitos y de productos de secrecién 

entre la sangre y los tejidos, ademas participa en la regulacién de la 

vasoconstriccién y la vasodilatacién. La manera mediante la cual jas células 

endoteliales se unen unas a otras puede variar dependiendo del grado de 

intercambio requerido entre los tejidos y la sangre. Asi por ejemplo, al 

endotelio se le clasifica en: 1)discontinuo, el que presenta una alta 

permeabilidad como ocurre en el higado o en el vazo; 2)fenestrado, con un 

menor grado de filtrado, por ejemplo el que se encuentra en los tubulos renales; 

y 3)continuo, que muestra una permeabilidad escasa. Un ejemplo de endotelio 

continuo se encuentra en los capilares del cerebro o de Ja retina donde las 

células endoteliales se asocian entre si mediante uniones estrechas, limitando 

de esta manera el trafico de moléculas entre la sangre y las células (Rubin, L., 

1992, Risau, W., 1995 y Gerritsen, M.E., 1987). 

En el desarrollo embrionario de los mamiferos y de las aves, los vasos 
sanguineos comienzan a aparecer en el saco vitelino. Estos vasos primitivos se 
originan a partir de los llamados islotes sanguineos, los cuales estan formados 

en su centro por células precursoras de las células de la sangre (hemoblastos), y 

en su periferia por células precursoras de las células endoteliales, llamadas



angioblastos (Augustin, H.G. y colaboradores, 1994; y Risau, W., 1995), La 

formacién de los vasos sanguineos a partir de los angioblastos se conoce como 

vasculogénesis. Los subsecuentes procesos involucrados en la formacién de ja 

red vascular durante los estados embrionario y fetal, estén dados 

principalmente por Ja angiogénesis. En esta etapa de formacién de 

neovasculatura, las células endoteliales se encuentran en un alto estado 

proliferativo que en el adulto ya no se presenta. Se ha estimado que en un 

macho mamifero adulto, menos del 0.1% de Jas células endoteliales se 

encuentran en un ciclo de division celular, siendo uno de los tipos celulares con 

vida mas larga (Auerbach, W. y Auerbach, R., 1994; Hanahan, D. y Folkman, 

J., 1996). En los mamiferos podemos encontrar a la angiogénesis de manera 

normal en procesos como la ovulacién, la menstruacién, la implantacién o el 

embarazo. Este evento se presenta también normalmente durante la reparacién 

tisular (Folkman, J. y Shing, Y. 1992). Fuera de estas condiciones, las 

situaciones en las que se presenta la angiogénesis en el adulto son patoldgicas. 

Un ejemplo de‘lo anterior es Ia artritis, en Ja que multiples capilares invaden la 

articulacién y destruyen al cartilago; o bien, la diabetes, donde una profusa 

neovascularizacién invade la retina e incluso el vitreo, causando ceguera. 

Finalmente durante el crecimiento de tumores sdlidos y la aparicién de 

metdstasis también la angiogénesis esta presente (Hanahan, D. y Folkman, J., 

1996; Folkman, J. y Shing, Y. 1992; Folkman, J. y Klagsbrun, M., 1987). 

Para su estudio, el proceso angiogénico ha sido dividido en cuatro fases. 

La primera de ellas estd caracterizada por la presencia de discontinuidad 

vascular en la que se degrada la membrana basal que rodea a las células 

endoteliales a través de enzimas especificas. En esta fase también se puede 

presentar destruccién de las células endoteliales (citdlisis). La segunda fase de 

la angiogénesis se presenta la migracién de las células endoteliales. En esta 

etapa se puede observar un fendmeno de quimiocinesis en el cual Jas células 

migran al ser estimuladas por algin factor liberado en forma local o 

extravascular. La quimioatraccién también esta presente en esta fase y en este 

fenédmeno las células migran dirigidas por factores que son liberados en 

gradiente y de manera local. Durante este periodo la adhesién de las células 

con la matriz extracelular es necesaria para el movimiento, Al mismo tiempo 

que ocurre la migracién, las células proliferan y se alinean una con otra para 

formar el nuevo vaso, este evento constituye la tercera fase de la angiogénesis. 

Finalmente, la cuarta etapa angiogénica comprende la organizacion 

tridimensional de las células, en donde la curvatura de las mismas forma el 

lumen del vaso. El proceso angiogénico termina con la formacién de una nueva
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membrana basal (Auerbach, W. y Auerbach, R., 1994 y Folkman, J. y Shing, 

Y.-1992). En el Diagrama 1 se esquematizan estos eventos. 

    a 

Ns cata endotelial ~~ 

—— membrana basal 

  

DIAGRAMA 1. Distintas fases del proceso angiogénico. 

El hecho de que las células endoteliales en el adulto presenten una baja 

tasa de proliferacién, sugiere que existe un predominio de los factores que 

inhiben al proceso angiogénico con respecto a los que lo estimulan (Auerbach, 

W. y Auerbach, R, 1994). Muchos de estos factores son producidos por las 

propias células endoteliales, pero también pueden producirse en algin tejido 

lejano al endotelio 0 en otros tipos celulares vecinos como los fibroblastos, los 

macrofagos 0 los linfocitos (Hughes, C.C. y cols., 1990). La caracterizacién de 

factores reguladores de la angiogénesis se ha logrado observando el efecto que 

ejercen en una o en varias de las fases de la angiogénesis descritas
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anteriormente, o bien por su efecto sobre todo el proceso angiogénico 

utilizando modelos im vivo, como lo son el modelo de la membrana 

corioalantoidea del embridn de pollo (CAM), el modelo de neovascularizacién 

de la cérnea o los nuevos modelos de inhibicién de la neovascularizacién 

tumoral e inhibicién de las metastasis (O'Reilly, M.S. y colaboradores, 1994 y 

1997.). El efecto de estos factores puede ser directo, es decir que estimulen per 

se la proliferacién o migracion de las células endoteliales, o bien indirecto, 

cuando se detecta el efecto in vivo, pero al probarse in vitro sobre células 

endoteliales no se observa respuesta, por lo que dicho efecto puede deberse a 

una tuultitud de factores como lo pueden ser los eventos desencadenados por 

células intermediarias (Folkman, J. y Shing, Y. 1992). 

En Ja Tabla 1, se presentan algunos los factores mas importantes 

reguladores de la angiogénesis, y se indica el tipo regulacién que ejercen:



Tabla 1.- Principales moléculas reguladoras de la angiogénesis 

Factor Efecto sobre la angiogénesis Referencia 
  

Factor de crecimiento 
de fibroblastos Acido y 
basico (@FGF y bFGF) 

Incrementa la proliferacién. 
Estimula la migracién, 

Estimula la formacién de tubos. 
Incrementa Ja produccién de proteasas y de 

activador de plasmindgeno, 
Efecto in vivo.. 

Folkman, J. y Shing, Y. 1992; 
Folkman, J. y Klagsbrun, M., 1987. 

  

Factor de crecimiento 
de endotelio vascular o 
factor de permeabilidad 
vascular (VEGE/VPF). 

Mitégeno _especifico células 

endoteliales in vitro 
Estimula Ja angiogénesis en modelos in 

vivo. 

para Ferrara, N. y colaboradores, 1991; y 
Dvorak, HLF. y colaboradores, 1995. 

  

Factor de crecimiento 
de células endoteliales 

derivado de plaquetas 
(@D-ECGF) 

Estimula la quimiotaxis. 
Incrementa Ia sintesis de DNA. 
Estimula la proliferacién. 

Folkman, J. y Shing, Y. 1992. 

  

Factor de crecimiento 

transformante o (TGF- 

Incrementan 1a proliferacién de células 
endoteliales microvasculares in vitro. 

«) y ef — factor| Efecto angiogénico in vivo, 

crecimiento epidérmico 

(EGF) 

Folkman, J. y Kiagsbrun, M., 1987. 

  

Factor de crecimiento 

transformante B (TGF- 

B) 

Jn vivo estimula la neovascularizacén. 
Jn vitro inhibe Ja proliferacién de células 

endoteliales. 

Folkman, J. y Klagsbrun, M., 1987. 

  

Angiogenina Efecto angiogénico in vivo. ~ 
No estimula la proliferacién de jas células 

endoteliales, 

Folkman, J. y Klagsbrun, M., 1987, . 

  

Prostaglandinas 1 y 2 

(PGE, y PGE2) 
Efecto angiogénico in vivo. 
No estimula la proliferacién de las células 

endoteliales, 

Folkman, J. y Klagsbrun, M., 1987, 

  

Trombospondina-1 
CTSP-1) 

Inhibidor de la angiogénesis in vivo. Good, D.J. y colaboradores, 1990, 

  

  

  

  

  

  

           Angiostatina Inhibidor de la angiogénesis in vivo. OReilly, M.S. y colaboradores, 

1994, 

Endostatina Inhibidor de la angiogénesis in vivo ¢ in| O'Reilly, M.S. y colaboradores, 

vitro 1997. 

Interferon a (IFN-a) __| Inhibidor de la angiogénesis in vivo. Hughes, C. y colaboradores, 1990, 

Interlencina 2 (IL-2) _ | Estimulador de Ja angiogénesis in vivo e in| Cozzolino, F, y colaboradores, 

vitro, 1993. 

Interleucina 12a 712) Voest, E. Inhibidor de la angiogénesis in vivo, 
i - eee 

    colaboradores, 1995. 

Como se puede apreciar en la parte inferior y sombreada de la Tabla 1, 

tres moléculas pertenecientes a la familia de la Prolactina (PRL) se han



relacionado con la angiogénesis. Con base en lo anterior, y antes de profundizar 
en la regulacién que ejercen algunas de las prolactinas sobre el proceso 
angiogénico, es importante situar a esta familia de hormonas dentro de un 

contexto general: 

La Prolactina 

La PRL es una de las hormonas més versatiles que se conocen, ya que se 
ha observado que esta relacionada con mas de 200 funciones distintas, y se ha 
detectado en una gran variedad de tejidos (Sinha, Y., 1995 y Nicoll, C.S., 

1980). La PRL est4 involucrada con la regulacién de eventos de la 
reproduccién, del balance de fluidos, del crecimiento, del metabolismo, de la 

inmunomodulacion, e incluso se Ja ha asociado con‘ ciertos tipos de cancer y 
con enfermedades autoinmunes. De igual forma, los sitios de expresién y 
produccién de la misma se han reportado en el sistema endocrino, en el SNC, 
en el sistema inmune (SJ), en el utero y en la glandula mamaria. Esta diversidad 
en funcién y sintesis hacen de la PRL una hormona con funciones reguladoras 
autocrinas, paracrinas y endocrinas (Clapp, C. y Martinez de la Escalera, G., 
1997, y Clapp, C. y colaboradores, 1993). La versatilidad que presenta ‘se 
explica, al menos en parte, con base en el hecho de que se puede encontrar en 
varias formas moleculares resultantes de modificaciones postranscripcionales y 
postraduccionales. Esta hormona se encuentra altamente conservada dentro de 
la escala filogenética de los vertebrados, y en diversas especies se han 
reportado variantes glicosiladas, fosforiladas, agregadas, o productos 
resultantes de cortes enzimaticos (Sinha, Y., 1995). Por ejemplo, Mittra, 
I. (1980) describe en la hipdfisis de la rata la presencia de una PRL cortada 
(cPRL) entre los residuos de aminodcidos Tirosina 145 y Leucina 146, la cual 
se puede fragmentar en PRL 16 K, correspondiente al fragmento amino- 
terminal, y en la PRL 7 K, correspondiente al fragmento carboxilo-terminal por 
medio de una reduccién de los puentes disulfuro. 

La diversidad funcional y molecular de la PRL se conoce mas en Ja rata 
que en otras especies. En esta especie la proteina madura producida en la 
adenohipofisis est constituida por 197 residuos de aminodcidos, con un peso 

molecular aproximado a los 23 000 daltones (Gubbins, E. y colaboradores, 

1980). Se ha reportado en esta especie Ja existencia de variantes moleculares 
de la PRL generadas por modificaciones postranscripcionales. Dentro de éstas, 
existen variantes generadas por edicién alternativa del gen. La edicion
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alternativa es un proceso que permite la generacién de distintas isoformas de 

proteinas a partir de un gen (Alberts, B. y colaboradores, 1994). En a rata la 

transcripcién completa del gen de la PRL genera un ARN mensajero (ARNm) 

de aproximadamente 823 pares de bases, producto de la expresién de los cinco 

exones que lo conforman. Se ha encontrado que en esta especie se generan 

productos resultantes de la edicién alternativa que carecen de la expresién del 

exon 4 y cuyo tamafio es de aproximadamente 333 pares de bases. Esta 

variante molecular de la PRL se ha detectado en el hipotélamo, en regiones 

- cerebrales extrahipotalamicas y en la hipéfisis (Fields, K. y colaboradores, 

1993, y Emanuele, N.V., y colaboradores, 1992). 

Otro aspecto que le da heterogeneidad funcional a la PRL son los 

distintos receptores (PRLR) que median sus efectos. En la rata se ha reportado 

la presencia de tres diferentes receptores para esta hormona, los cuales 

presentan caracteristicas que los ubican dentro de la superfamilia de receptores 

para citocinas-hormona de crecimiento (GH)/PRL Cebrun, JJ y 

colaboradores; 1995). Los PRLR presentan un dominio extracelular, un 

dominio transmembranal y un dominio citoplasmico. Difieren entre si en la 

longitud del dominio citoplasmico y por lo tanto en la transduccién de sefiales 

acoplada al mismo (Lebrun, J.J. y colaboradores, 1995). Se les ha clasificado 

en la isoforma larga, corta y Nb2, ya que esta ultima variante solo se ha 

encontrado en esta linea de linfoma de rata. La variante corta del receptor es 

generada por edicién alternativa del ultimo exén del gen que los codifica 

(Lebrun, J.J. y colaboradores, 1995). Se ha reportado la expresién tejido- 

especifica de estos receptores y de igual forma, diferencias en Ja afinidad que 

presentan por las distintas variantés de la PRL (Sinha, Y., 1995) . 

La Prolactina en la Angiogénesis 

El estudio de la funcién de la PRL sobre el proceso angiogénico 

comenzé al tratar de elucidar 1a participacion de esta hormona en la formacién 

de la nueva vasculatura desarrollada en prolactinomas inducidos por estradiol. 

En estos primeros estudios (Ferrara, N. y colaboradores, 1991) se demostré 

que la PRL 16 K, pero no la PRL completa o la cPRL, inhibe de manera dosis- 

dependiente la proliferacién basal, asi como aquella estimulada por el factor de 

crecimiento basico de fibroblastos (bFGF) dé células endoteliales bovinas 

provenientes de cerebro o de corteza adrenal. Un trabajo posterior reforzé este 

’ hallazgo al demostrarse un efecto sobre el proceso global, ya que la PRL 16K 

inhibe la angiogénesis en el modelo de la CAM, asi como la formacién de 

a
N
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vasos por células endoteliales de capilar de cerebro bovino (BBEC) sobre geles 

de colagena. En este mismo trabajo se mostré que el efecto antiangiogénico de 

la PRL 16 K se presenta.en células endoteliales provenientes de la vena del 

cord6n umbilical humana (HUVEC), ya que inhibe su proliferacién estimulada 

por el bFGF (Clapp, C.. y colaboradores, 1993). Actualmente a la PRL 16 K se 

le considera un potente factor antiangiogénico (Clapp, C. y Martinez de la 

Esealera, G., 1997; y Hanahan, D. y Folkman, J., 1997). 

La expresién del PRLR conocido en el endotelio se ha buscado sin 

resultados positivos hasta la fecha. Sin embargo, se ha encontrado en las 

membranas de las BBEC un sitio de alta afinidad para la PRL 16 K, el cual es 

especifico para la misma y difiere tanto en tamafio como en caracteristicas 

cinéticas de los PRLR clonados, ya que no se desplaza esta unién con PRL 23 

K 0 con el bFGF. Estos resultados sugieren la presencia de un receptor 

novedoso para la PRL 16 K en el endotelio, el cual no ha sido caracterizado 

hasta el momento (Clapp, C. y Weiner, R.L, 1992). 

En los estudios iniciales sobre la cascada de sefializacién que 

desencadena la PRL 16 K en el endotelio se ha demostrado que esta hormona 

inhibe la activacion de la Cinasa de Proteinas Activada por Mitégeno (MAPK) 

en BBEC estimuladas por el bFGF o el factor de crecimiento de endotelio 

vascular (VEGF) (D'Angelo, G. y colaboradores, 1995). Se ha observado que 
la activacién de la via de la MAPK por el bFGF resulta en la activacién de la 
transcripcién de genes necesarios para la respuesta al bFGF, como pueden ser 

aquellos involucrados con la division celular (Friesel, R. y Maciag, T., 1995). 

La participacién en la angiogénesis de otras proteinas pertenecientes a la 

familia de la PRL también ha sido explorada como se aprecia en la parte 
inferior de 1a Tabla 1. El efecto in vitro de la proliferina (PLF) y de 1a proteina 

relacionada a proliferina (PRP) se ha demostrado sobre la migracién de las 
BBEC, la primera con un efecto estimulatorio, y la segunda con un efecto 
inhibitorio. Un efecto de estas dos proteinas consistente con los datos in vitro 

se ha demostrado in vivo en un modelo de angiogénesis de la cémea del conejo 
(Jackson, D. y colaboradores, 1994). Asimismo, tanto la PLF como la PRP son 
capaces de desplazar la union de la 16 K a la membrana de las BBEC (Clapp, 

C. y Weiner, R.L, 1992). 

‘Por otra parte, datos inéditos generados en nuestro laboratorio, 

demuestran la expresi6n del ARNm de la PRL en BBEC y en HUVEC. De 
igual forma se ha observado que la adicién de un anticuerpo anti-PRL 23 K en 
el medio de cultivo de estas células inhibe Ja proliferacién estimulada por el 

bFGF, sugiriendo, de esta manera, que varias prolactinas pueden estar 
participando en la regulacién de la angiogénesis con distintos efectos. .
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El estudio de la angiogénesis in vitro se lleva a cabo empleando diversas 

fuentes de células endoteliales, ya sea vena, capilar o arteria, siendo de 

particular interés los érganos o tejidos en los que se podrian presentar 

patologias, como es el caso de Ja retina. Dado que uno de los resultados 

principales de este trabajo fue la obtencién de un cultivo de endotelio de retina 

en la siguiente seccién se presenta un resiimen de las caracteristicaas de este 

tejido. 

La retina 

En la retina se lleva a cabo el procesamiento neural de las sefiales 

visuales. Por su composicién celular, a la retina se le considera parte del 

Sistema Nervioso (SN). En el Diagrama 2 se muestran los componentes 

celulares de esta estructura. . 
El paso de Ja luz por Ia retina dentro del proceso general de la vision se 

puede explicar de la siguiente manera: la luz pasa a través de la cémea, el 

cristalino, el vitreo, para finalmente llegar a la retina. Aqui es donde, después 

de pasar por todas las capas celulares la luz se absorbe por los pigmentos 

visuales de los conos y los bastones mediante un proceso fotoquimico. Al 

pigmento de los bastones se le conoce como rodopsina, mientras que al de los 

conos se le llama pigmento de “color”. Ambos pigmentos al excitarse 

incrementan la conductancia del Ca’*, promoviendo de esta forma la liberacién 

de} mismo hacia el espacio intracelular en donde actia sobre la membrana 

celular reduciendo la permeabilidad al Na** y provocado una hiperpolarizacién. 

Esta sefial se transmite “de regreso” a las células bipolares, después a las 

ganglionares que generan potenciales de accién a lo largo de sus axones y 

conducen la informacién hacia el SNC (Yoshitomi, K. y Boorman, G.A., 1990; 

Kandel, E.R. y colaboradores, 1991; Guyton, A., 1991). 

La Retina y la Angiogénesis 

La retina recibe el aporte sanguineo mediante Ja arteria retiniana central, 

Ja cual entra al globo ocular junto con el nervio dptico y luego se divide para 

irrigar a toda la superficie retiniana interna. Esto hace que la retina tenga, en 

gran medida, su propio riego sanguineo independiente de otras estructuras del 

ojo (Guyton, A., 1991).
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EI proceso angiogénico, fuera del desarrollo embrionario, se presenta de 

manera patologica en la retina y casi siempre se le asocia con la no-perfusién 

capilar. Estos eventos se presentan en respuesta a un medio carente de oxigeno 

(hipoxia). La hipoxia es un proceso que se encuentra en enfermedades tales 

como la retinopatia diabética o la retinopatia del prematuro. En el caso de la 

diabetes, se cree que Ja causa de neovascularizacién es la no-perfusién capilar 

caracteristica de la enfermedad, mientras que en la retinopatia del prematuro la 

formacién de vasos sanguineos nuevos se explica por la exposicién a altas 

concentraciones de oxigeno en el momento del nacimiento, Ja cual induce 

yasoconstriccion y que da como resultado una destruccién de los vasos 

retinianos inmaduros. La angiogénesis en la retina ocasiona hemorragia del 

vitreo y/o un desprendimiento de retina, el cual puede causar ceguera (Peer, J. 

y cols., 1994; Su, T. y Gilles, M.C., 1992 y Murata, T. y cols., 1996). 

Con lo anterior se desprende la importancia de encontrar factores 

reguladores de la angiogénesis retiniana. Hasta el momento no se ha reportado 

que proteinas pertenecientes a la familia de la PRL participen en este proceso, 
Me Axones de las 

  

cétulon 
Hnmitante interna, gangiionsres 

  
DIAGRAMA 2.- Representacién esquematica de las capas de la retina (tomado de 
Yoshitomi, K. y Boorman, G., 1990).
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HIPOTESIS 

Con las evidencias que se tienen hasta este momento y tomando en 

cuenta la ventaja que representa el modelo de la rata en relacién a su facil 

manipulacién y acceso comparandolo con las células endoteliales bovinas o las 

humanas, se propone valorar si: 

“Tq PRL es producida como un factor autécrino por Jas células 

endoteliales de rata”
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OBJETIVOS 

GENERAL 

Determinar si las células endoteliales de la rata expresan al gen de la 

PRL. 

PARTICULARES 

1. Desarrollar y caracterizar un cultivo primario de las ‘células 

endoteliales de la rata. 

2.- Determinar la expresién del gen de la prolactina en estos cultivos.
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MATERIALES Y METODOS 

L.- Cultivo celular 

Para poder cumplir con los objetivos propuestos en el presente trabajo 

concernientes a la obtencién de un cultivo endotelial de rata, se utilizaron 

diversos métodos y estrategias que se describen a continuacién: 

Métodos empleados para aislar células endoteliales de rata 

1- Extraccién de las células endoteliales de los capilares de corteza cerebral 

De acuerdo con la técnica descrita por Gerritsen, ME. y colaboradores 

(1988), se disecé la corteza cerebral asépticamente de 5 ratas macho jévenes 

Wistar (200 g). La corteza se corté en fragmentos pequefios y se colocé en 

Medio 199 (M199, Gibco) con 5% de suero de ternera (BCS, Gibco). 

Posteriormente el tejido se homogeneiz6 con un homogeneizador manual de 

vidrio-vidrio. El homogenado se centrifugé a 100 g durante 10 minutos. El 

sedimento se resuspendié en M199 con 15% de Dextran de 146 kilodaltones 

(Sigma), se centrifugs a 4000 g durante 10 minutos para resuspender el 

sedimento en M199 con 5% de BCS. Se preparé una columna con esferas de 

vidrio de un diémetro de 0.025 a 1 mm (Sigma) en jeringas de 5 ml. La 

suspensién se afiadié a la columna, la cual se lavé con 50 ml de M199 con 5% 

de BCS. La columna se decanté en 15 ml. de medio, y se agité en un vortex 

para despegar la microvasculatura de las esferas de vidrio. Se centrifugé el 

medio con la microvasculatura a 4000 g durante 10 minutos. El sedimento se 

resuspendié en una solucién de Colagenasa tipo IH (Worthington) @ una 

concentracién de 1 mg/ml en amortiguador de fosfatos (PBS) con albimina 

sérico bovina (BSA) al 1%. La digestién con la enzima se realizé durante 30 

minutos a 37 °C con agitacién. Se afiadié un volumen de la digestién a 0.5 

voliimenes de PBS en 6% de BSA. La suspensién se centrifugé a 100 g durante 

10 minutos. El sedimento se resuspendid en M199 con suero derivado de 

plasma humano al 15-20% (donado por el Centro Nacional de la Transfusion 

Sanguinea), 100 U/ml de penicilina-estreptomicina (Gibco), 2.5 wg de 

fungizona (Gibco) y 5 yl/m! del factor de crecimiento de células endoteliales 

(ECGF, Sigma). Las células se sembraron en cajas cubiertas con 10 pg/ml de 

fibronectina de plasma humano (FN, Gibco) y se incubaron a 37 °C durante 1
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hora en una atmdsfera himeda con 5% de CO). Al final de la incubacién el 

medio de cultivo se reemplazé para quitar las células no adheridas. 

2- Extraccién del endotelio cardiaco: 

Se extrajeron corazones de siete ratas macho Wistar de 300 g de peso 

aproximadamente. Los corazones se colocaron en Dulbecco’s Modified Eagle’s 

Medium (DMEM) alto en glucosa (Gibco) frio con 1% de penicilina- 

estreptomicina y 2.5 yg de fungizona. Se realizé un corte sagital en el 

ventriculo izquierdo, y los corazones s¢ dejaron incubando con Colagenasa tipo 

1 (1 mg/ml, Worthington) durante 5-10 minutos en DMEM con antibidticos y 

fungizona. Posteriormente se colocaron en una caja de petri de 100 mm 

(Costar) con DMEM y suero fetal bovino (FBS, Gibco) al 15%, y con una 

espatula se raspé el endotelio. A las células se les afiadié el bFGF (Gibco) a 

una concentracién de 2 ng/ml. El medio se reemplazo a Jas 24 horas del cultivo. 

3.- Extraccién de las células endoteliales de la vena umbilical: 

Se utilizé una hembra Wistar adulta con embarazo a término. Se extrajo 

el titero con los embriones, y se colocé en medio de Hank’s (Gibco) con 

antibiéticos. Cada uno de los embriones se sacaron del saco amnidtico y se 

identificé 1a vena del cordén umbilical. Una vez disecada la vena se canul6 con 

una jeringa de insulina y se reforz6 la canulacién con pinzas hemostaticas. La 

vena se lav con PBS con antibidticos y posteriormente se cerraron los 

extremos proximal y distal de la misma con hilos. Se inyecté tripsina-EDTA en 

la vena (Gibco), la cual se dejé incubando durante 12 minutos a 37 °C. 

Posteriormente se retiraron los hilos de la vena y la tripsina se vacié sobre FBS 

al 10%. Las células despegadas se centrifugaron y se resuspendieron en F12K 

(Gibco) con antibidticos y FBS al 10%, Las células se sembraron sobre platos 

cubiertos con FN y al medio se le afiadié el suplemento para el crecimiento de 

células endoteliales (ECGS, Sigma) a una concentracién de 40 pg/ml y el 

bFGF (10 ng/ml). El medio se reemplaz6 a las 24 horas del cultivo. 

4.-Extraccién y cultivo de las células endoteliales de Ia retina 

Se disecd el globo ocular de 5 ratas hembras jévenes Wistar (200 g de 

peso aproximadamente). Con una jeringa se extrajo el humor vitreo de la 

camara posterior del ojo y se afiadié sobre el plato de cultivo. Postériormente 

se corto la cérnea, se removid el cristalino y con unas pinzas se desprendié Ja
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retina, la cual se corté en fragmentos pequefios que se sembraron sobre los 

platos cubiertos con FN y con el humor vitreo con el siguiente medio de 

cultivo: DMEM con 100 mg/ml de Heparina (Gibco), con 10% de suero fetal 

bovino, 100 U/ml de penicilina-estreptomicina y 2 ng/ml del bFGF. Los 

cultivos se incubaron a 37°C en una atmésfera compuesta por 5% de CO2 y 

95% de H20. Esta técnica esté basada en la descrita para extraccin de retinas 

de conejos por Koyama, N. y colaboradores (1994). Las células no adheridas 

se lavaron cada 12 horas y el explante de la retina se dejé durante 72 horas. 

Las colonias formadas se “clonaron” con un fragmento de una pipeta Pasteur, 

Ja cual funciond como un anillo de clonacién. Se afiadié tripsina tnicamente en 

la regién del plato en la que se encontraban las células que se deseaban 

despegar, y se pipeted con una micropipeta varias veces. Una vez despegadas 

las células, se sembraron sobre placas de 48 pozos (Costar) cubiertas con FN. 

A las 3 horas se retiraron las células no adheridas. El medio se reemplazé cada 

24 horas. Las células se fotografiaron mediante microscopia de contraste de 

fases con un microscopio invertido Nikon TMS con una cémara Nikon AFX- 

IIA, y con un aumento de 200X, al que se le multiplica por un factor de 3.6 que 

es el aumento de las fotografias. Las células utilizadas para los diferentes 

experimentos se encontraban entre los pasajes 4-15 (p4-p15). 

Cultivo de fibroblastos y células GT1 

Los fibroblastos extraidos de la piel de la rata, la linea de fibroblastos 

murina 3T3 y las células GnRHérgicas GT1-7, se sembraron en el siguiente 

medio de cultivo: DMEM con 10 000 U de penicilina-estreptomicina y 10% de 

suero fetal bovino. 

Cultivo de las células GH4 

La linea de lactotropos GH4 se cultivé en medio F10 (Gibco) con 10 000 

U de penicilina-estreptomicina y 10% de suero fetal bovino 

Cultivo de las células endoteliales de la vena del cordén umbilical 

(HUVEC) 

Las células HUVE extraidas previamente en el laboratorio, se sembraron 

sobre placas cubiertas con FN en FI2K con 10 000 U de penicilina-
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estreptomicina, 10% de suero fetal bovino y ECGS a una concentracién de 40 

pg/ml. 

II.- Inmunocitoquimica 

Para caracterizar el cultivo obtenido se utilizé un anticuerpo monoclonal 

en contra de la proteina von Willebrand humana, o bien otro policlonal en 

contra de la PRL 23 K (S9). La deteccién indirecta para ambas proteinas se 

realizé6 a través de segundos anticuerpos acoplados a isotiocianato de 

tetrametilrhodamina (anti-IgG ratén-TRITC o anti-IgG conejo-TRITC, 

respectivamente; Jackson Immunoresearch Laboratories, Inc., Pennsylvania, 

U.S.A.). El procedimiento general de la inmunotincién fue el siguiente: 

1.- Las células de Ja retina clonadas o las células control se sembraron sobre 

cubreobjetos cubiertos con fibronectina (10 jzg/ml) y se les afiadid el medio de 

cultivo correspondiente. 

2.- Una vez que las células alcanzaron el 60-80% de confluencia se retiré el 

medio y se lavaron con PBS frio de pH 7.4. 

3.- Las células se fijaron con paraformaldehido al 4% durante 10 minutos a 
temperatura ambiente. Después de la fijacién se lavaron con PBS frio tres 

veces. 

4,- Se afiadié Suero Normal de Cabra (Sigma Immunochemicals) para bloquear 

sitios de pegado inespecificos diluido 1:10 en PBS-tritén al 0.3% y BSA al 2% 
y se dejé incubando con Jas células durante toda la noche a temperatura 
ambiente en c4mara himeda. Las células se lavaron cuatro veces con PBS- 

tritén al 0.3% y BSA al 2%. 

5,- Se afiadié el anticuerpo monoclonal anti-proteina von Willebrand humana 
(Accurate Chemical and Scientific Corporation) diluido 1:500 en PBS-tritén al 
0.3% y BSA al 2%, o bien el anticuerpo antitPRL S9 (donado por Berger) 
dilufdo 1:1000, y se dejaron incubando 4 horas a 37 °C. Las células se lavaron 
cuatro veces con PBS-tritén al 0.3% y BSA al 2%. Para el caso de la 
inmunotincién a la proteina von Willebrand se utilizé un control sin primer 
anticuerpo; para el caso de la rPRL 23 K ademas de este mismo control, se 
utiliz6 otro con suero preinmune (Jackson Immunoresearch) diluido 1 :1000.
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6.» Se afiadié a los cubreobjetos el segundo anticuerpo anti-IgG de ratén o anti- 
IgG de conejo acoplados a TRITC a una concentracién de 13 mg/ml en PBS- 
tritén al 0.3% y se dejaron incubando durante 1 hora a temperatura ambiente en 

camara himeda. Las células se lavaron cuatro veces con PBS-tritén al 0.3% y 

BSA al 2% y Iuego una vez con PBS solo. 

7. Los cubreobjetos se montaron con glicerol-PBS (1:1) en el portaobjetos y 
se observaron y fotografiaron en un microscopio con epifluorescencia Nikon 

Optiphot. 

IIL- Unién a las Jectinas: aglutinina Ulex europaeus 1 (UEA-I) 

e isolectina Bandeiraea simplicifolia I (BS) 

Las células de la retina clonadas 0 las células control se sembraron sobre 
cubreobjetos cubiertos con fibronectina (10 pg/ml) y se les afiadié el medio de 
cultivo correspondiente, Una vez' que las células alcanzaron el 60-80% de 
confluencia se retird el medio, y las células se lavaron con PBS frio de pH 7.4. 

Las células se fijaron con paraformaldehido al 4% durante 10 minutos a 
temperatura ambiente. Después de la fijacién, se lavaron con PBS frio tres 
veces. La incubacién con UEA-I-TRITC (Sigma) se realiz6 durante treinta 
minutos a temperatura ambiente y la lectina se utilizé a una concentracién de 

100 yxg/ml en PBS suplementado con 0.1 g/litro de CaCl y MgCl, de acuerdo 
con la técnica descrita por Holthéfer, H. y colaboradores (1982). La incubacién 
con la lectina BSI-TRITC (Sigma) se realizé durante treinta minutos a 
temperatura ambiente y esta se utilizé a una concentracién de 25 pg/ml en 
PBS, como lo describen Magee, J.C. y colaboradores (1994). Después de la 
incubacién con las lectinas Jas células se lavaron con PBS tres veces y los 
cubreobjetos se montaron al portaobjetos con PBS-glicerol. Las células se 
observaron y fotografiaron en un microscopio con epifluorescencia Nikon 

Optiphot. : 

IV.- Ensayos de proliferacién 

La tasa de proliferacién de las células de la retina de rata se determindé 

mediante la incorporacién de timidina tritiada (3H-T, Amershan International 

ple). ‘ 

Para los ensayos con el bFGF, la rPRL 23K (obtenida del NIH), el 
anticuerpo S9 y el anticuerpo S9 coincubado con la rPRL 23 K se sembraron
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10 000 células/pozo en placas de 24 pozos (Costar) en su medio 
correspondiente. Las células crecieron en ausencia del bFGF durante 96 horas 
previas al ensayo. Veinticuatro horas antes del mismo se les afiadid el medio de 
cultivo correspondiente con 0.1% de FBS. El tiempo de incubacién de los 
experimentos fue de 48 horas. Después de varios ensayos se determind que el 

tiempo de pulsacién de 3H-timidina fuera de 20 horas con 500 000 cpm/pozo 
para las condiciones descritas anteriormente. La coincubacién del S9 con la 
rPRL 23 K se realizé durante 16 horas previas al experimento con agitacién a 4 
°C. En ninguno de los casos anteriores se reemplazé el medio durante el 
experimento. 

El ensayo de inhibicién por contacto se realizé durante 24 horas, 
sembrando distintas concentraciones de las células en placas de 24 pozos en su 
medio de cultivo completo. El pulso de 3H-T fue de 4 horas y se afiadieron 500 

000 cpm/pozo. 
El ensayo de proliferaci6n con el VEGF (donado por Napoleone 

Ferrara) se elaboré sembrando 12500 células/pozo en placas de 24 pozos en un 
sistema de cultivo libre de suero (SFMS, Gibco) suplementado con 10 ng/ml 
del factor de crecimiento epidérmico (EGF, Gibco). El ensayo duré 60 horas y 
el pulso de °H-T fue de 12 horas, afiadiendo 500 000 cpm/pozo . Se reemplazé 
el medio con VEGF a las 48 horas del experimento. 

La 37H-T no incorporada por los cultivos se lavé con Acido 

tricloroacético (TCA) al 5% durante 20 minutos a 4°C. Después de esta 
incubacién, las células se lavaron 3 veces con este reactivo. Para solubilizar el 

ADN marcado, se afiadieron 0.5 ml de NaOH 0.25 N y se incubd durante 1 

hora a 37 °C con agitacion. Finalmente el ADN marcado se colecté en viales de 
centelleo, aiiadiendo 3.5 ml de solucién de centelleo (RPI, Mount Prospect, IL, 

USA) y la °7H-T incorporada por las células se conté en un contador de 

emisiones B Beckman LS 6500. 
Todos los ensayos anteriores se realizaron por triplicado. Tanto el bFGF, 

como la rPRL 23 K, el S9 y el VEGF se disolvieron en PBS con BSA al 0.1%. 

V.- Formacién de capilares sobre geles de col4gena 

Se modifico la técnica descrita por Montesano, R. y colaboradores 

(1983) de Ja siguiente manera: se tomaron 8 volimenes de coldgena Tipo I 
(Vitrogen 100), y se le afiadié un volumen de PBS pH 7.4 10X y un volumen 
de NaOH 0.1 M. Con 300 jl de este gel se cubrieron platos de 24 pozos y se 

dej6 polimerizar durante 10 minutos a 37 °C. Una vez gelificada la colagena,
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se sembraron 200 000 células de Ja retina por pozo para obtener una monocapa 

subconfluente a los 2-3 dias del cultivo. Después de este tiempo, se retiré el 

medio de cultivo y se afiadié el mismo volumen de la solucién de coldgena 

descrita anteriormente de manera que la monocapa de células quedara entre dos 

geles. Se afiadi6 medio y como condicién experimental el bFGF (2 ng/ml). La 

reorganizacion de la monocapa fue monitoreada y fotografiada mediante 

microscopia de contraste de fases con un microscopio invertido Nikon TMS 

utilizando una camara Nikon AFX-IIA. 

VL- Extraeci6én del ARN, retrotranscripcién y amplificacién 

por reaccién en cadena de la polimerasa (RT-PCR) 

El ARN total de las células se extrajo por un método de un solo paso en 

el que se utiliza el procedimiento de Chomezynski y Sacchi (1987). Las células 

se lisaron con 4 vohimenes de una solucién de guanidina (4 M de thiocinato de 

guanidina (Sigma) 5% de sarcosinato lauryl de sodio (SDS, Sigma), 0.1 M de 

B-mercaptoetanol (Sigma) y 25 mM de citrato de sodio (Sigma) pH 7). El 

lisado se extrajo con fenol-cloroformo (Gibco y Sigma) y el ARN se precipité 

con etanol. . 

La retrotranscripcién se realiz6 utilizando 10 pg del ARN extraido, cuya 

concentracién se determiné por absorbancia espectrofotométrica a 260 nm en 

el espectrofotémetro Beckman DU 650. Al ARN se le afiadié el buffer de 

retrotranscripeién compuesto por MgCl2 10X, la mezcla de nuclestidos 2 mM, 

el Oligo d(T), y la enzima RT MMTV. La reaccién se incubé durante 1 hora a 

37 °C, y posteriormente a 95 °C durante 5 minutos. El ADN complementario 

(ADNc) obtenido se congelo a -20 °C. Todos los reactivos se obtuvieron de 

Gibco. 
Una vez obtenido el ADNec, se amplificS mediante PCR con el 

siguiente buffer de reaccién: mezcla de nucledtidos, Taq polimerasa y la 

siguiente combinacién de oligonucledtidos especificos para el gen de la 

prolactina de rata: 5’°-TGITTCTGGTGGCGACTGCCAGACACCT-3’ del exén 

2, en conjunto con otro que comprende la regién 3’-GCCGAAG- 

AGCTTCCCTAGCTITICTAT-S’ del exon 4. La reaccién de PCR se realizé 

en un termociclador Perkin Elmer Geneamp 2400 bajo las siguientes 

condiciones: 30 ciclos de amplificacién que constan de 2 minutos 30 seg. a 

95°C, 30 seg. a 94°C, 1 minuto a 65°C y 1 minuto 30 seg. a 72°C. Todos los 

reactivos de la amplificacién se obtuvieron de Gibco.
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VIL- Andlisis de Southern Blot 

Las muestras del ADNe se fraccionaron en geles al 1% de agarosa 

(Gibco) y formaldehido 1M (Sigma), y posteriormente se transfirieron a 

membranas de nylon (Hybon-NTM, Amersham) mediante capilaridad con un 

buffer de sales compuesto por citrato de sodio 0.3M y NaCl 3M a pH 7 (SSC). 

Los blots se hibridizaron con la sonda de la rPRL extraida con la enzima de 

restricci6n EcoR1 (Gibco) del plasmido sp65, mediante una preparacién a 

mediana escala utilizando el método de lisis mediante ebullicién descrito por 

Sambrook, J. y cols. (1989), al que se le afiadieron 100 mg de ARNasa 

(Boeheringer). La extraccién del plasmido se realizé con fenol-cloroformo. 

Para obtener el fragmento correspondiente a la secuencia de la rPRL se separd 

el ADN del plasmido en un gel de agarosa-bromuro de etidio y se digirié con 

las enzimas de restriccion adecuadas (EcoRI, Gibco). Posteriormente se cortd 

la banda deseada con ayuda de una lampara de UV y mediante congelacién en 

nitrogeno liquido se extrajo ¢] fragmento afiadiendo LiCl 4 M y precipitando 

posteriormente con fenol-cloroformo. 

La sonda se marcé con (a-32P)deoxy-ATP (New England Nuclear) por 

el método de primeros al azar descrito por Feinberg y Vogelstein (1983). El 

blot se hibridizé durante toda la noche con la sonda a 42 °C y se lavo durante 

20 minutos a temperatura ambiente con SSC 2X y SDS 0.1%. Posteriormente 

se realizaron tres lavados de SSC 0.1X y SDS 0.1% durante 20 minutos a 50 

°C. El blot se dejé exponiendo en una pelicula de rayos-X (Kodak X-OMAT) 

con una pantalla intensificadora a -70 °C. 

Andlisis estadistico 

Los datos se analizaron mediante andlisis de ANOVA para los casos en 

los que se compararon varios tratamientos y mediante prueba ¢ de Student para 

los casos en los que se compararon dos tratamientos. En todos los casos se 

consideraron diferencias significativas cuando p<0.05.
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RESULTADOS 

L- Obtencién del cultivo celular 

Siguiendo las estrategias descritas en materiales y métodos para la 

extraccién y cultivo de células endoteliales de rata, se aislaron cultivos 

primarios provenientes del endotelio cardiaco y de la vena umbilical de Ja rata, 
en los que no se observé proliferacién. En contraste con lo anterior, utilizando 
la modificacién del método descrito por Koyama, N. y colaboradores (1994) 
para la obtencién de células endoteliales de retina de conejo, se lograron aislar 
cultivos de rata, los cuales se clonaron como se describe en la seccién anterior 

y se crecieron para las posteriores pruebas de caracterizacién endotelial y 
determinacién de la expresién de PRL. 

En la Figura 1 se muestran las células de la retina de rata que lograron 
desprenderse, adherirse al plato de cultivo y proliferar aproximadamente a los 8 
dias del cultivo de la retina. 

IL.- Caracterizacién del cultivo como endotelio 

1.- Formacién de monocapas e inhibicién de Ja proliferacién celular por 

contacto 

Una de las caracteristicas del cultivo endotelial es la formacién de 
monocapas confluentes. Cuando estas células se encuentran en una alta 
confluencia dejan de proliferar mediante un mecanismo de inhibicién por 
contacto celular. Estos son pardmetros esperados para determinar el cardcter 
endotelial de un cultivo. Como se puede apreciar en la Figura 2, las células de 
la retina forman una monocapa con apariencia de empedrado cuando se 
encuentran en una alta confluencia y cuando esto ocurre dejan de proliferar 
como se observa en la Figura 3, donde al incrementarse la densidad celular, la 
incorporacién de 7H-Timidina disminuye de manera significativa. La 
incorporacién del radiois6topo es un indicador de la tasa de proliferacién 

celular.
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2.- Inmunocitoquimica con el anticuerpo anti-von Willebrand 

La inmunotincién de la proteina von Willebrand es otro de los 
pardmetros més utilizados para la caracterizacién del endotelio. En la Figura 4B 
se observan las células de la retina de la rata que resultaron inmunopositivas 
para el anticuerpo policlonal en contra de 1a proteina von Willebrand a una 
dilucién de 1:500 y marcado con TRITC. Se aprecia el citoplasma tefiido y el 
nucleo bien definido. En Ja Figura 4A se observan las células HUVE utilizadas 
como control positivo en esta inmunotincién y en la Figura 4C se muestra el 
control sin primer anticuerpo para las células de retina, en el que no se aprecia 
tincién. 

3.- Uni6n a Jas lectinas UEA-I y BS-I 

Las células endoteliales expresan moléculas de superficie que han sido 
empleadas como marcadores especificos. Con base en esto se han desarrollado 
diversas técnicas de caracterizacién que se basan en el reconocimiento de estas 
moléculas. Un ejemplo es la unién de ciertas lectinas a azicares de superficie 

especificos. . 
La unién de la lectina UEA-I se utiliza como un marcador selectivo de 

endotelio. Como se puede apreciar en Ja Figura 5, las células de los capilares de 
la retina son tefiidas con esta lectina unida a un marcador fluorescente (5A), a 
diferencia de la linea de fibroblastos 3T3 (5B). Debido a la ubicacién del 
azicar, las células endoteliales se tifien principalmente en la membrana celular. 

La lectina BS-I es otro marcador selectivo de endotelio, que también se 
une a moléculas de superficie especificas. Los resultados detectados con esta 
lectina son similares a los observados con la UEA-I. La Figura 6A muestra que 
la unién de BS-I a las células de la retina es positiva, mientras que en los" 
fibroblastos 3T3 no se observa tincién (Figura 6B). 

4.- Formacién de capilares en geles de colagena 

Otro parametro mds que se utilizan para caracterizar al endotelio es la 
morfologia que desarrolla cuando se encuentra en matrices de distinta 
composicién, como los geles de coldgena en los que las células endoteliales 
tienden a formar estructuras tridimensionales que semejan capilares. En los 
resultados aqui presentados se muestra que setenta y dos horas después de que 
las células se sembraron entre dos capas de geles de coldgena Tipo I y en 
presencia del bFGF (2 ng/ml), las células comienzan a organizarse en cordones
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tipo capilar como se aprecia en la Figura 7. Las células en ausencia de bFGF 

también se organizan en estructuras tipo capilar a los 6 dias del cultivo 

(resultados no mostrados). 

5,- Proliferacién estimulada por el bFGF 

La proliferacién de las células endoteliales estimulada por diversos 

mitégenos también es considerada como un pardmetro que ayuda a la 

identificacion del endotelio. Como se aprecia en la Tabla 1, el bFGF es un 

factor angiogénico por lo que su efecto sobre el cultivo obtenido puede ser 

indicador de su origen endotelial. El efecto de concentraciones crecientes del 

bFGF sobre la proliferacién de las células de capilares de 1a retina de la rata se 

mwestra en la Figura 8. Se detecta un claro efecto dosis-respuesta al bFGF a las 

24 horas del cultivo de acuerdo con la incorporacién de *H-T, el cual resulta ser 

significativo con respecto al control. 

6.- Proliferacién estimulada por el VEGF 

El efecto mitogénico del VEGF se presenta tnicamente en las células 

endoteliales, por lo que su efecto sobre el cultivo obtenido es un indicador 

confiable de su caracter endotelial. 

Los resultados presentados en este trabajo muestran que el VEGF 

estimula de manera dosis dependiente 1a proliferacién de las células de® 

capilares de Ja retina a las 60 horas del cultivo como puede apreciarse en la 

Figura 9. Las diferencias detectadas con el VEGF sobre la proliferacién son 

estadisticamente significativas. 

En Ja Tabla 2 se muestra un restimen de los resultados de la 

caracterizacion de las células de la retina como endotelio: 

Tabla 2.- Caracterizacién del cultivo como endotelio 

  

  

  

  

  

  

  

    

CRITERIO RESULTADO 

Formacién de monocapas Positivo 

Inhibicion de la proliferacién por contacto Positivo 

Tnmunocitoquimica de la proteina v.W. Positivo 

Unidn de la lectina UEA-I . Positivo 

Union de la lectina BS-I : Positivo 

Formacidn de capilares en geles de colagena Positivo 

Proliferacién estimulada por el bFGF Positivo 

Proliferacion estimulada por el VEGF Positivo   
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Una vez caracterizado el cultivo como endotelio, de acuerdo con los 

parametros descritos anteriormente, se procedié a la determinacién de la 

expresién de la PRL como se describe a continuaci6n: 

_TIL- Determinacién de la expresién de PRL 

1.- Inmunocitoquimica con el anticuerpo anti-rPRL 23 K 

Con el propésito de extender las observaciones realizadas en las células 

BBE y HUVE en el sentido de que estas células expresan PRL, se realizé una 

inmunocitoquimica en contra de la rPRL. Para ello, las células de la retina o Jas 

células testigo se crecieron sobre cubreobjetos cubiertos con fibronectina y se 

sometieron a una inmunotincién en contra de la rPRL 23 K utilizando el 

anticuerpo policlonal S9 a una dilucién de 1:1000. Como se observa en la 

Figura 10B las células de capilares de !a retina resultaron inmunopositivas a la 

PRL en el citoplasma. En este caso la linea de lactotropos de rata GH, fue 

utilizada como control positivo de la inmunotincién, como se aprecia en la 

Figura 10A. La Figura 10C muestra el control sin primer anticuerpo y Ja Figura 

10D el control con suero preinmune 1:1000. En ambas figuras no se aprecia 

tincién. 

2.- Andlisis Southern blot de la expresién de PRL 

Con el objeto de determinar si las células de Ja retina de rata expresan el 

gen de la PRL se realizé un anilisis de Southern blot. 

El ARN extraido de las células de los capilares de la retina se 

retrotranscribié para su posterior amplificacién mediante PCR con la 

combinacién de dos oligonucleétidos que comprenden la regién 5’-3’ del exdn 

2 y la region 3°-5’ del exén 4 del gen de Ja PRL de la rata. El producto de 

amplificacién con estos dos oligonucledtidos presenta un peso molecular de 

388 pares de bases. En la Figura 11, se puede observar el andlisis mediante 

Southern Blot de los productos de amplificacién con la utilizacién de la sonda 

de rPRL. En Ja linea 1 se observa la clona sp65 positiva, la cual contiene el gen 

de la rPRL y que por lo tanto es utilizada como control positive. La linea 2 

corresponde a un control sin cDNA en el cual no se observa hibridacién. Las 

lineas 3, 4, 5 y 6 corresponden a la hibridacién del CDNA amplificado de Jas 

GH4, de las células de la retina, de Ja linea GnRHérgica GTI y de los
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fibroblastos de piel de rata, respectivamente. En todos los casos anteriores la 

hibridacién resulté positiva. 

3,- Efecto del anticuerpo anti-rPRL 23K de rata sobre la proliferacién 

Con el objeto de determinar si la PRL presente en estas células 

interviene en la proliferacién de las mismas, se planted este experimento 

tratando de bloquear su supuesto efecto mediante la utilizacién del anticuerpo 

policlonal S9 anti-PRL 23 K, utilizado a distintas diluciones: 1:1000, 1:2500 y . 

1:12500, solo o en presencia de 2 ng/ml de bFGF. En la Figura 12A, se puede 

apreciar que a las 48 horas de cultivo las diluciones de 1:1000 y 1:2500 

inhiben significativamente Ja proliferacién estimulada por el bFGF, mientras 

que la dilucién de 1:12500 no muestra ningin efecto. 

Se verificé que el efecto del anticuerpo policlonal fuera especifico al 

incubarlo con PRL 23 K 100 nM. Este efecto se observa en la Figura 12B, . 

donde se puede apreciar que la combinacién anticuerpo- rPRL 23 K 24 horas 

antes de afiadirla al cultivo, bloquea de manera significativa el efecto inhibitorio 

del anticuerpo tanto sobre la proliferacién basal como en la estimulada por.el 

bFGF, 
No se descarta la posibilidad de que el exceso de rPRL 23 K no unida al 

anticuerpo sea la responsable del incremento de la proliferacién de las células 

de capilares de la retina, por lo que el efecto de la rPRL 23 K sola se exploré a 

continuaci6n: 

4.~ Efecto de la PRL 23 K sobre la proliferacién 

Con base en los resultados descritos anteriormente, se exploré la 

posibilidad de que las células de la retina produzcan la rPRL como un factor 

autocrino de proliferacién, por lo que se planted un experimento de 

proliferacién en respuesta a PRL 23 K 100 nM. En los resultados obtenidos 

(Figura 13) se observa que al afiadir rPRL en el cultivo celular se incrementa 

significativamente su proliferacién basal. Sin embargo, este efecto estimulatorio 

no es sumatorio al efecto estimulador del bFGF.
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6n de colonias con apariencia endotelial por las células de la 

retina de la rata a los 8 dias del cultivo. 
Figura 1.- Formaci 

 
 

de monocapas por las células de la retina clonadas. - Formacién Figura 2.
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Figura 3.- Inhibicion de la proliferacién por contacto de las células de fa retina. 

* p< 0.05 con respecto a la concentracién inicial de células.
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A) 

B) 

Cc) 

  
Figura 4.- Inmunocitoquimica en contra de Ja proteina vW humana. La diluci6n 

del anticuerpo fue de 1:500. A) HUVEC utilizadas como control positivo. B) 

Células de la retina de Ja rata. C) Control sin primer anticuerpo de las células 

de la retina.
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A) 

B) 

  
Figura 5.- Uni6n a la lectina UEA-I por células de la retina (A), y por los 

fibroblastos 3T3 (B) .
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A) 

B) 

  
Figura 6.- Union a la lectina BS-I por células de la retina (A), y por los 
fibroblastos 3T3 (B) . 

b



  

  
    

    

  

Figura 7.- Organizacion de estructuras tipo-capilar entre dos geles de colagena 
tipo I por las células de la retina cultivadas con 2 ng/ml del bFGF. Estas 
estructuras se observaron 72 horas después de que las células fueron 

sembradas.
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Figura 8.- Proliferacién estimulada por el bFGF en las células de la retina de 
manera dosis-respuesta. *p<0.05 con respecto al control.
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Figura 9.- Proliferacién estimulada por el VEGF en las células de la retina de 

manera dosis-respuesta. *p<0.05 con respecto al control.
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Figura 10.- Inmunocitoquimica en contra de la rPRL 23 K utilizando el 
anticuerpo polictonal S9 a una dilucién de 1:1000. En A) se muestra el control 

positivo, las células GH4; en B) se encuentran las células de la retina; en C) el 

control sin primer anticuerpo de las células de la retina y en D) el control con 
suero preinmune diluido 1:1000 de las células de la retina.
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Figura 11.- Andlisis de Southern Blot de productos RT-PCR amplificados e 

hibridados con rPRL. El producto de amplificacién presenta un tamafio de 388 

pares de bases. En la linea 1 se observa la clona sp65, en la linea 2. un control 

sin cDNA, en la linea 3 células GH, en la linea 4 Jas células de Ja retina, en la 

linea 5 células GT1, y en la linea 6 fibroblastos de piel de rata.
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Figura 12 .- A) Bloqueo de la proliferacién estimulada por 2 ng/ml del bFGF 

en las células de la retina de Ja rata, utilizando el anticuerpo policlonal S9 a 

distintas diluciones en presencia y ausencia del bFGF. B) Coincubacién del S9 

(1:2800) con rPRL 23 K a una dosis de 100 nM. * p<0.05 con respecto al 

control. ** p<0.05 con respecto al bFGF.
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Figura 13.- Efecto de la PRL 23 K 100 nM sobre el cultivo de la retina de la 

rata, tanto sola como en conjunto con 2 ng/ml del bFGF. * p<0.05 con respecto 

al control. ** p<0.05 con respecto al bFGF.
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DISCUSION 

Caracterizaci6n y validacién del cultivo endotelial 

En el presente estudio se logré obtener un cultivo endotelial de retina de 

rata, el cual fue validado de acuerdo a diversos pardmetros histolégicos, 

bioquimicos y funcionales reportados en otros trabajos. Dentro de estos se 

utilizaron criterios morfolégicos, de inmunotincién, de unién a lectinas, asf 

como la respuesta de estas células a diversos factores mitogénicos. 

Con relacién a los parametros morfoldgicos, se consideré Ja formacion 

de monocapas, la inhibicién de 1a proliferacién por contacto y la organizacién 

tridimensional de Jas células en estructuras tipo-capilar cuando son cultivadas 

entre dos geles de colagena. De acuerdo con estos criterios los resultados de 

este trabajo muestran que las células de 1a retina clonadas forman monocapas, 

semejando la morfologia descrita en otros cultivos (Greenwood, J., 1992). De 

igual forma, se observé inhibicién de Ja proliferacién de los cultivos al alcanzar 

confluencia. La inhibicién de Ja proliferacién por contacto se ha considerado 

como una caracteristica del endotelio, como lo describen Dejana, E. y cols., 

(1995), e Ingber, D., (1991). Finalmente cuando estas células fueron sembradas 

entre dos geles de coldgena, formaron estructuras de tipo tubular, lo que se 

considera como un proceso reminiscente de la angiogénesis. La formacién de 

estructuras tipo capilar por células endoteliales en matrices de colagena ha sido 

estudiada para simular las condiciones del endotelio in vivo (Montesano, R. y 

cols., 1983). Es por ello que a esta propiedad se Je puede considerar como un 

parametro identificador de endotelio, ya que hasta el momento no se ha 

reportado que otros tipos celulares se organicen de tal manera. Por todas estas 

evidencias se sugiere inicialmente que las células obtenidas de la retina 

corresponden a células diferenciadas como endotelio. Sin embargo, en diversos 

métodos de cultivo de células endoteliales de Ja retina se han descrito 

contaminaciones con tipos celulares como los pericitos o las células del epitelio 

pigmentoso (Su, T. y Gilles, M. C., 1992). La contaminacién de las células del 

epitelio pigmentoso se eliminé al remover continuamente las células no 

adheridas. La contaminacién con pericitos suele resolverse al sembrar Ja retina 

sobre una matriz de fibronectina, aiiadiéndole DMEM suplementado con 

heparina (Su, T. y Gilles, M. C., 1992; y Capentandes, A. y Gerritsen, ME., 

1990). Por otra parte los fibroblastos también pueden ser una fuente de 

contaminacién, aunque el hecho de que los cultivos obtenidos crezcan 

formando monocapas, indica que estos constituyen la mayor parte del cultivo,
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ya que no forman estos “empedrados” y no inhiben su proliferacién por 

contacto. 

Con relacién a los criterios de inmunotincién, estos se utilizan para 

determinar la presencia de antigenos especificos ‘que son producidos 

nicamente por las células endoteliales. En este trabajo se determind la 

presencia del factor von Willebrand, el cual es un reconocido marcador de 

endotelio (Powell, J.T. y cols., 1992) ya que solo es producido en células 

endoteliales y megacariocitos y actia como un ligando plaquetario en los 

procesos de adhesién plaquetas-endotelio (Roth, G.J., 1992). La inmunotincién 

de las células del cultivo de retina fue positiva al factor VW, lo que constituye 

un indicador mds de que el cultivo obtenido es efectivamente de naturaleza 

endotelial. Las diferencias detectadas en la inmunotincién con respecto a las 

HUVEC que fueron marcadas en forma més intensa, pueden deberse a que el 

anticuerpo utilizado esté generado en contra de Ia proteina VW humana, por lo 

que la inmunotincién homdloga puede ser mas eficaz que la heteréloga, o bien 

se puede deber a la heterogeneidad funcional que presenta el endotelio 

dependiendo del tipo de vasculatura de la que proviene (Gerritsen, M_E., 

1987). : 

Otro criterio utilizado en la caracterizacién del endotelio, fue la unién de 

diversas lectinas a residuos de azicares especificos localizados en la membrana 

de las células endoteliales. Al respecto, en este trabajo se utilizaron dos 

lectinas: la UEA-I y la BS-I. La lectina primera se une a los residuos de a- 

facosa localizados en la membrana de todos los tipos de endotelio estudiados, 

mientras que en otros tipos celulares, como son los fibroblastos, no hay unién 

(Holthfer, H. y cols., 1982). Consistentes con este dato, los resultados 

obtenidos en este trabajo muestran marcaje en los cultivo de la retina, mientras 

que en fibroblastos 3T3 la tincién detectada fue débil. 

La utilizacion de la lectina BS-I para caracterizar endotelio también se ha 

reportado (Magee, J. C. y cols., 1994). Esta es una lectina que se une a los 

residuos de a-D-galactopiranosa localizados preferencialmente en las 

membranas de las células endoteliales provenientes de la microvasculatura, 

mientras que en el endotelio de vasos grandes o en otros tipos celulares, la 

unién es débil o practicamente no Ja hay (Laitinen, L., 1987). La tincién que se 

observa con esta lectina en nuestros cultivos, asi como la carencia de marcaje 

de fibroblastos, sugieren que las células endoteliales en cultivo provienen de 

capilares, como era de esperarse por el origen retiniano de las mismas. 

La respuesta de las células endoteliales a diversos factores mitogénicos, 

ha sido ampliamente estudiada, como se aprecia en la Tabla 1 de la
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introduccién, Muchos de estos mitégenos son factores de crecimiento con 

amplios espectros de accién. Entre estos, se encuentra el bFGF, el cual, si bien 

es un factor mitogénico para una gran variedad de tipos celulares 

(Gospodarowicz, D., 1990), esta muy bien reconocida y estudiada su accién 

angiogénica (Folkman, J. y Shing, Y., 1992) e incluso se ha reportado su 

expresién en la retina (Bensaid, M. y cols., 1989). 

Asi como al bFGF se Je ha reportado como un factor de crecimiento de 

muchos tipos celulares existen otros mitégenos que son especificos. El mejor 

ejemplo de lo anterior es el VEGF, al cual se le ha considerado como un 

mitégeno exclusivo de células endoteliales provenientes tanto de vasos grandes 

como de capilares (Jakeman, LB. y cols., 1992). Asimismo, la angiogénesis 

patolégica de la retina en respuesta al VEGF se ha estudiado ampliamente, ya 

que este factor se expresa en este tejido después de la exposicién a un medio 

ambiente hipdxico (Pe'er, J., y cols., 1995, y -Simorre-Pinatel, V., y cols., 

1994.). La expresién del VEGF durante el desarrollo de los capilares de la 

retina (vasculogénesis) de la rata también se ha reportado (Murata, T., y cols., 

1996, Ferrara, N., 1995). Considerando los datos anteriores, la proliferacion 

observada en este trabajo de los cultivos de retina de rata en respuesta al VEGF 

debe ser interpretada como un fuerte indicador de que el cultivo obtenido es de 

naturaleza endotelial. 

El método utilizado en este trabajo para obtener células endoteliales de 

retina de rata representa ciertas ventajas en comparacién con el método que se 

describe en un trabajo previo por Greenwood, J. (1992). En este estudio, se 

obtiene el cultivo de las células endoteliales mediante un procedimiento largo 

basado en ja obtencién de capilares de cerebro, por lo que se requiere de 

muchas centrifugaciones y de incubaciones enzimaticas para tener la red 

capilar, lo que a su vez representa muchas veces que las células se dafien. En 

comparacién el método que aqui se reporta no requiere de tantos pasos de 

extraccién del endotelio por lo que resulta mas sencillo y rapido. Por otra parte, 

el hecho de que Ia retina permanezca durante 72 horas en el cultivo hace que 

las células endoteliales se encuentren en un ambiente propicio con los factores 

tréficos que normalmente actian sobre ellas. Ademds no se dafian o mueren 

durante el proceso de extraccién. Sin embargo, ambos trabajos coinciden en el 

hecho de que las células endoteliales de a retiria de rata producen al factor vW, 

lo que respalda los resultados obtenidos en este estudio.
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Determinacion de la expresién de PRE por el cultivo de endotelio de retina 
de rata 

En vista de que fue concluida la caracterizacién del cultivo de retina de 
rata como endotelio, se prosiguié con el propésito de determinar si en este 
cultivo se expresa el gen de ja PRL. Con este fin se utilizaron estrategias 

inmunolégicas, para detectar a la proteina, y estrategias meoleculares para 
detectar la expresion del ARNm de la PRL. Ambas son complementarias. 

Con relacién a las estrategias inmunoldgicas, mediante 
inmunocitoquimica se observé Ja presencia de un antigeno tipo PRL en estos 

cultivos. Esta tincién parece ser especifica, ya que en los controles utilizados 
no se observé. Por otra parte y dado que cabia la posibilidad de que el cultivo 
presentara contaminacién por fibroblastos, en este mismo experimento se 
utilizé Ja linea de fibroblastos 3T3, la cual a la dilucién utilizada del anticuerpo, 

no se tifid. Las condiciones de Ja inmunocitoquimica fueron estrictas, y de esta 

manera se aseguré el bloqueo de sitios inespecificos tanto con el suero normal 
de cabra, como con la albimina en el amortiguador, esto aunado con el tiempo 

de incubacién del suero, el cual fue mayor que lo reportado normalmente (16 
horas vs. 2 horas). El tiempo de incubacién con el anticuerpo S9 fue de menor 
duracién que lo habitual (4 horas vs. 16 horas ). Pese a estas limitantes 
condiciones de inmunotincién el cultivo de la retina resulté positivo a un titulo 
relativamente bajo del anticuerpo (1:1000), esto sugiere que las células 
endoteliales de la retina de la rata contienen un antigeno tipo PRL. 

Con relacién a las estrategias moleculares, se realizaron experimentos de 
retrotranscripcion-PCR y de analisis de tipo Souther. Los resultados al 
respecto son consistentes con la afirmacién de que las células de la retina 
expresan el gen de Ja PRL. Un producto de amplificacién con el tamaiio 
esperado hibridizé con la sonda de la rPRL. Este dato coincidid con los 
productos detectados en los controles positivos utilizados, los cuales fueron la 
linea de lactototropos de rata GH4 que produce una gran cantidad de PRL y el 
plasmido que contiene insertado el gen de la PRL (clona sp65). De igual forma 
se detectd la expresién de la PRL en células GT1 y en fibroblastos de piel de 
rata. Por lo que respecta a la deteccién de la PRL en los fibroblastos, ésta 

refuerza hallazgos previos en los que se ha observado la expresién de la misma 
en fibroblastos de Ja decidua uterina (Richards, R.G. y cols., 1995) y la 

expresién de proteinas relacionadas con la PRL como Ia proteina regulada por 
mitégeno (MRP) y la PLF en Ia linea de fibroblastos 3T3 (Nielsen-Hamilton, 
M.,, y cols., 1987 y 1991), de tal forma que el encontrar la expresién de la PRL
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en estas células no fue sorprendente. La posibilidad de contaminacién con 

cDNA de rPRL se descarté, ya que en el control sin cDNA no se observa 
amplificacién o hibridacién. De igual forma la extraccién y la retrotranscripcion 
del ARN de todos los tipos celulares se realizé por duplicado asi como el 
andlisis de Southern, de tal manera que Ia posibilidad de que Jas muestras 
presentaran algiin tipo de contaminacién fue menor. 

Finalmente, con el objeto de explorar si la PRL es producida como un 
factor autocrino por las células de la retina, estas fueron cultivadas con un 
anticuerpo anti-rPRL 23 K, para determinar si se modificaba la proliferacién 
basal o Ja estimulada por el bFGF. Los resultados al respecto muestran que la 
adicién de un anticuerpo anti-rPRL 23 K inhibe la proliferacion de las células 
endoteliales de Ja retina de rata estimulada por el bFGF. Estos resultados 

coinciden con los obtenidos mediante el andlisis de Southern, ya que el ARN se 
extrajo de células que proliferaban en presencia del bFGF. Estos hallazgos 
permiten especular que este factor de crecimiento induce la expresién de una 
proteina tipo PRL y que presumiblemente ésta participa en la regulacién de la 
proliferacién de estas células ya que se inactiva con la adicién del anticuerpo. 

Con el propdsito de determinar si el bloqueo de la proliferacién de las 
células endoteliales de la rata se debia a un efecto especifico del anticuerpo y 
no aun efecto toxico del mismo, éste se incubé previo al experimento con PRL 
23 K a una dosis de 100 nM. Los resultados obtenidos en este trabajo muestran 
que la combinacién anticuerpo-PRL bloquea el efecto inhibitorio del 
anticuerpo, por lo que es muy probable que el efecto detectado del S9 sea 
especifico. Apoyando este resultado y bajo la suposicién de que el efecto 
inhibitorio del anticuerpo podfa deberse a endotoxinas presentes en el mismo, 
se encuentran datos del laboratorio en los que no se detectan endotoxinas en 

anticuerpos utilizados en ensayos de proliferacién de las HUVEC. 
Asimismo, se exploré la posibilidad de que el bloqueo del efecto 

inhibitorio del S9 podia deberse a un exceso de PRL no unida al mismo, ya que 
la dosis utilizada fue alta (100 nM). Sorprendentemente los resultados de este 
trabajo muestran que la rPRL 23 K a una dosis de 100 nM estimula la 
proliferacién de las células de la retina. La posibilidad de que este efecto se 
deba a prolactinas presentes en el medio de cultivo esta descartada, ya que este 
experimento se desarrollé cultivando a jas células en medio con baja 
concentracion de suero fetal bovino (0.1%).Este dato contrasta con los 
resultados obtenidos en HUVEC y en BBEC, en los que esta hormona nativa 
no tiene efecto. Este hecho puede explicarse, al menos en parte, con base en 
que las células endoteliales difieren en la funcidn que desempefian dependiendo
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del tejido en el que se encuentran (Gerritsen, M.E., 1987), por lo que el posible 
efecto que ejerce la PRL en la regulacién de la proliferacién del endotelio 
puede variar de acuerdo con el tipo de vasculatura a la que pertenece. Estas 
diferencias pueden ser ain mayores si se trata de células endoteliales que 
conforman capilares en comparacién con aquellas que conforman venas o 

arterias. De igual forma existe la posibilidad de que estas diferencias sean 
especie especificas. Finalmente el hecho de que el cultivo obtenido de Ia retina 
de la rata prolifere en respuesta a Ja PRL 23 K, fortalece la hipotesis de que 
este endotelio produce esta hormona u otras variantes como un factor 

autocrino. 
El hecho de que proteinas pertenecientes a la familia de la PRL 

produzcan efectos antagénicos sobre el endotelio no es sorprendente. En la 

Tabla 1 se observa que el TGF-B 6 PLF y PRP presentan un comportamiento 
- opuesto sobre la angiogénesis semejante al que se observa con las prolactinas: 

la PRL 16 K (con un afecto antiangiogénico) y Ja rPRL 23 K (con un efecto 
- estimulador de la proliferacién del endotelio de retina de rata) como se muestra 

en este trabajo. Es necesario realizar curvas dosis-respuesta de proliferacién 
con la PRL 23 K para verificar que este efecto no se debe a la alta 

_ concentracién de !a hormona utilizada para los ensayos. 

En el Diagrama 3 se muestra una representacién de algunos de los 
eventos de transduccién de sefiales que pueden estar ocurriendo en las células 
endoteliales. Este diagrama presenta algunos de los resultados obtenidos en 

este trabajo junto con otras evidencias ya reportadas. De manera general lo que 
se puede estar presentando en la célula endotelial es que al unirse el bFGF a su 

receptor se activa una via de sefializacién que puede resultar en la expresion del 
gen de una PRL endotelial. Esta PRL puede estar regulando autocrinamente Ja 
proliferacién de las células endoteliales, por Jo que al unirse a su receptor (no 
reportado hasta el momento) activa parte de la via con la que también esta 
involucrado el bFGF. Se ha reportado la activacién de ras por el PRLR, pero no 
se sabe si es a través de la cinasa de Janus 2 (JAK2) 0 a través de otra cinasa. 
En este mismo diagrama se muestra el efecto ya reportado que ejerce la PRL 
16 K al inactivar a la MAPK, pero se desconocen las proteinas involucradas 
con este evento.
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PRL, etdote ti! 

Diagrama 3 .- Representacién de eventos de transduccién de sefales que son 
desencadenados por PRL de células endoteliales 

En sintesis, este trabajo presenta un nuevo método de obtencién de 

células endoteliales de retina de rata y por consiguiente brinda la posibilidad de 
estudiar la regulacién de la angiogénesis en estas células. Los resultados 

mostrados sugieren que la PRL es un factor autocrino regulador de la 

angiogénesis y permiten esclarecer muchos aspectos de Ja funcién que ejerce 

en el endotelio de la retina, como lo es la via de transduccién mediante la cual 

actia, el receptor al que se une o las condiciones mediante las cuales se 
expresa.
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CONCLUSIONES 

* De acuerdo con los parametros de caracterizacién utilizados, el cultivo 

obtenido de la retina de la rata.es endotelio. 
* Las células endoteliales de la retina de la rata, expresan el ARNm de 

la PRL asi como un antigeno tipo-PRL. 
* La PRL producida por las células endoteliales de retina de rata 

participa en su proliferacién..
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